Assessment of glutathione, total antioxidant capacity and protein carbonyls in endothelial cells treated with polyphenolic extract from grape pomace by Στατήρη, Αργυρώ
 
 
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ 
ΣΧΟΛΗ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ ΥΓΕΙΑΣ 
ΤΜΗΜΑ ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ & ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ 
 
 
 
ΔΙΠΛΩΜΑΤΙΚΗ  ΕΡΓΑΣΙΑ 
 
ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ  ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΝΗΣ, ΟΛΙΚΗΣ ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗΣ 
ΙΚΑΝΟΤΗΤΑΣ ΚΑΙ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΩΝ ΚΑΡΒΟΝΥΛΙΩΝ ΣΕ 
ΕΝΔΟΘΗΛΙΑΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΕΠΕΙΤΑ ΑΠΟ ΤΗ ΧΟΡΗΓΗΣΗ 
ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΥΚΟΥ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΟΣ ΣΤΕΦΥΛΩΝ 
 
 
 
 
ASSESSMENT OF GLUTATHIONE, TOTAL ANTIOXIDANT 
CAPACITY AND PROTEIN CARBONYLS IN ENDOTHELIAL CELLS 
TREATED WITH POLYPHENOLIC EXTRACT FROM GRAPE 
POMACE 
 
Στατήρη Αργυρώ 
Λάρισα 2014 
 
 
 
 Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 10:16:30 EET - 137.108.70.7
 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ΤΡΙΜΕΛΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗ 
 
 
Δηµήτριος  Κουρέτας (επιβλέπων):  Καθηγητής Φυσιολογίας Ζωϊκών Οργανισµών  
του Τµήµατος Βιοχηµείας &  Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας. 
 
 
Δηµήτριος  Στάγκος:  Λέκτορας  Φυσιολογίας Ζωϊκών Οργανισµών του Τµήµατος 
Βιοχηµείας &  Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας. 
 
 
Ψαρρά Άννα-Μαρία: Επίκουρος Καθηγήτρια Βιοχηµείας του Τµήµατος Βιοχηµείας &  
Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 10:16:30 EET - 137.108.70.7
 3 
 
 
 
 
Ευχαριστίες 
 
Με το πέρας της πτυχιακής αυτής εργασίας θα ήθελα να ευχαριστήσω πρώτον από όλους 
τον καθηγητή µου, και επιβλέποντα της πτυχιακής µου κ. Κουρέτα Δηµήτριο για την 
ανάθεση του θέµατος της εργασίας µου, καθώς επίσης και για την συνεχή καθοδήγηση 
και την µεγάλη βοήθεια που µου παρείχε σε όλη την διάρκεια της. 
 
Ακόµα ευχαριστώ τα άλλα δύο µέλη της τριµελούς επιτροπής, την επίκουρο καθηγήτρια 
κα. Ψαρρά Άννα-Μαρία και τον λέκτορα κο. Στάγκο Δηµήτριο για τον χρόνο που 
αφιέρωσαν για την διόρθωση και βελτιστοποίηση της έντυπης εικόνας της πτυχιακής 
µου εργασίας. Απαραίτητο θεωρώ, να ευχαριστήσω την κ ο. Γκουτζουρέλα Νικόλαο 
υποψήφιο διδάκτορα του τµήµατος Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας για την απεριόριστη 
στήριξη τόσο στο εργαστηριακό τµήµα της πτυχιακής αυτής εργασίας, όσο και στην 
συγγραφή της. 
 
∆εν µπορώ να παραλείψω τους φίλους µου και την οικογένεια µου για την βοήθεια που 
µου έδωσαν σε κάθε δύσκολη στιγµή της φοιτητικής µου σταδιοδροµίας. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 10:16:30 EET - 137.108.70.7
 4 
 
1. Περίληψη  
Ως οξειδωτικό στρες ορίζεται η διαταραχή της ισορροπίας µεταξύ της παραγωγής 
ελευθέρων ριζών και του συνόλου των αντιοξειδωτικών µορίων, προς την επικράτηση 
των πρώτων. Η αυξηµένη παραγωγή ελευθέρων ριζών παρουσιάζει δυσµενείς 
επιδράσεις σε διάφορα βιοµόρια όπως το DNA, οι πρωτεΐνες και τα λιπίδια µε 
αποτέλεσµα την απώλεια της φυσιολογικής λειτουργίας του κυττάρου. Το αυξηµένο 
οξειδωτικό στρες σχετίζεται µε την εµφάνιση διαφόρων εκφυλιστικών ασθενειών όπως ο 
καρκίνος, το πάρκινσον, ο διαβήτης κ.α. Τα αντιοξειδωτικά  µόρια που παράγονται από 
τον οργανισµό ή προσλαµβάνονται µέσω της διατροφής αποτελούν τα αµυντικά µέσα 
του οργανισµού ενάντια στο οξειδωτικό στρες.  
Στην συγκεκριµένη εργασία µελετήθηκε η ικανότητα ενός εκχυλίσµατος 
στεµφύλων της ποικιλίας Μπατίκι Τυρνάβου να α σκεί προστατευτική δράση, σε 
ενδοθηλιακά κύτταρα της σειράς EA.hy 926, ένταντι του οξειδωτικού παράγοντα tert-
butyl (t-BHT). Για τον σκοπό αυτό τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν παρουσία του 
παράγονται tert-butyl για µια ώρα αφού είχε προηγηθεί καλλιέργειά τους παρουσία 
τριών µη κυτταροτοξικών συγκεντρώσεων του εκχυλίσµατος για να µελετηθεί η πιθανή 
προστατευτική δράση του εκχυλίσµατος. Στη συνέχεια προσδιορίστηκαν οι  δείκτες 
οξειδωτικού στρες: ανηγµένη γλουταθειόνη (GSH), πρωτεινικά καρβονύλια (CARB) και 
η ολική α ντιοξειδωτική ικανότητα (TAC). Οι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν 
φασµατοφωτοµετρικά. Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, το t-BΗP από µόνο του αύξησε 
το οξειδωτικό στρες επηρεάζοντας αρνητικά τους παραπάνω δείκτες. Ωστόσο η 24ωρη 
καλλιέργεια των κυττάρων µε το εκχύλισµα είχε σαν αποτέλεσµα την µείωση του 
οξειδωτικού στρες σε σχέση µε τα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν µόνο µε t-BHP.  
Συγκεκριµένα τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η χορήγηση του εκχυλίσµατος είχε 
την ικανότητα να αυξάνει τα επίπεδα της γλουταθειόνης κατά 14.4 και 12.3% στις 
συγκεντρώσεις 0.125 και 0.25µg/ml σε σχέση µε τα κύτταρα που χορηγήθηκε µόνο t-
BHP. Επίσης στις ίδιες συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος αυξήθηκε η ολική αντιοξειδωτική 
ικανότητα κατά 15.1 και 14.8% σε σχέση µε τα κύτταρα που χορηγήθηκε µόνο t-BHP. 
Στα πρωτεϊνικά καρβονύλια παρατηρήθηκε µείωση κατά 41.5, 26.2 και 28,3% στις 
συγκεντρώσεις 0.068, 0.125 και 0.25µg/ml σε σχέση µε τα κύτταρα που χορηγήθηκε 
µόνο t-BHP. 
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 Συµπεραίνουµε ότι εκχύλισµα έχει την ικανότητα να προστατεύει στις 
συγκεκριµένες συγκεντρώσεις τα κύτταρα της σειράς EA.Hy 926 από τον οξειδωτικό 
παράγοντα t-BHP. Χρειάζονται περαιτέρω µελέτες για να διευκρινιστούν οι µηχανισµοί 
µέσω των οποίων το εκχύλισµα µπορεί και επηρεάζει θετικά την οξειδοαναγωγική 
κατάσταση των κυττάρων. 
 
Abstract  
 
As oxidative stress is defined an imbalance between the production of free radicals 
and total antioxidant molecules, to the prevalence of the former. The increased 
production of free radicals causes adverse effects on various biomolecules such as DNA, 
proteins and lipids, and results in the loss of normal cell function. Increased oxidative 
stress is associated with the appearance of various degenerative diseases including 
cancer, Parkinson's, diabetes, etc. Antioxidants are molecules produced by the organism 
or taken up through the diet and are a part of the organism’s defense mechanisms against 
oxidative stress.  
In this study, it was examined the ability of an extract from Batiki Tyrnavou variety 
to protect endothelial cells EA.hy926 against the oxidizing agent tert-butyl (t-BHT). For 
this purpose, the cells were cultured in the presence of tert-butyl for 1 hour after 24 h 
incubation with three non-cytotoxic concentrations of the extract. Subsequently, the 
oxidative stress markers: reduced glutathione (GSH), protein carbonyls (CARB) and the 
total antioxidant capacity (TAC) were measured spectrophotometrically. According to 
the results, the t-BHP alone increased oxidative stress. However, the 24-hour culture of 
the cells with the extract resulted in the reduction of t-BHP-induced oxidative stress 
compared to cells treated with t-BHP alone.  
Specifically, the results showed that administration of the extract had the ability to 
increase the levels of glutathione by 14.4 and 12.3% at concentrations of 0.125 and 0.25 
µg/ml compared to cells treated with t-BHP alone. Moreover, at the same concentrations 
extract increased total antioxidant capacity by 15.1 and 14.8% compared with the cells 
treated with t-BHP alone. Moreover, protein carbonyls were reduced by 41.5, 26.2 and 
28.3% at concentrations of 0.068, 0.125 and 0.25 µg/ml compared with the cells treated 
with t-BHP alone.  
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In conclusion, the extract treatment protected endothelial cells EA.hy926 from the 
oxidizing agent t-BHP-induced oxidative stress. Further studies are needed to elucidate 
the mechanisms by which the extract exerts its antioxidant activity. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 
1.1 Ελεύθερες ρίζες και δραστικά είδη οξυγόνου 
 
 
Ως ελεύθερη ρί ζα ορ ίζεται ένα µόριο ή άτοµο που έχει ένα ή περισσότερα 
ασύζευκτα ηλεκτρόνια στην εξωτερική στοιβάδα σθένους (Jenkins et al., 1988). Αυτό 
µπορεί να γίνει είτε µε την προσθήκη είτε µε την απώλεια ενός ηλεκτρονίου από την 
εξωτερική ηλεκτρονιακή στοιβάδα (Mylonas & Kouretas, 1999). Τα µόρια αυτά είναι 
ιδιαίτερα ασταθή κι έτσι µπορούν να αντιδρούν µε άλλα µόρια οξειδώνοντάς τα. Η 
αντίδραση αυτή γίνεται µε σκοπό να συµ πληρωθεί η εξω τερική σ τιβάδα των 
ελεύθερων ριζών. Στον οργανισµό οι ελεύθερες ρί ζες µπορούν να αντιδράσουν µε 
διάφορα βιοµόρια επηρεάζοντας τη φυσιολογική δράση τους. 
Οι ελεύθερες ρίζες είναι µια ετερογενής οµάδα µορίων. Η πιο απλή ελεύθερη 
ρίζα  είναι  το  άτοµο  του  υδρογόνου  µε  ένα  πρωτόνιο  κι  ένα  ηλεκτρόνιο.  Στις 
ελεύθερες ρί ζες συγκαταλέγονται οι  δραστικές µορφές ο ξυγόνου (ROS) που 
προέρχονται από το οξυγόνο, οι  δραστικές µορφές αζώτου (RNS) που προέρχονται 
από το άζωτο, οι δραστικές µορφές θείου (RSS) που προέρχονται από το θείο και οι 
δραστικές  µορφές  χλωρίου  (RCS)  που  προέρχονται  από  το  χλώριο.  Οι  τρεις 
τελευταίες κατηγορίες ριζών µπορούν να προέρθουν από αντίδραση µε τις ROS ή να 
αυξήσουν την παραγωγή των ROS (Giles & Jacob, 2002). Στον οργανισµό οι ρίζες 
που  συναντιούνται  συνηθέστερα  είναι  οι  ROS.  Στις  δραστικές  µορφές  οξυγόνου 
ανήκουν  οι  ρίζες  σουπεροξειδίου  (O2·-),  υδροξυλίου  (OH·),  υπεροξειδίου  
(RO2·), αλκοξειδίου (RO·), υδροϋπεροξειδίου (HO2·) και οι µη ρίζες υπεροξείδιο του 
υδρογόνου (H2O2), υποχλωριώδες υξύ (HOCl), υποβρωµιώδες οξύ (HOBr), όζον 
(O3) και µονήρες οξυγόνο (1O2). 
 
 
1.2 Παραγωγή ελευθέρων ριζών 
 
 
Οι ελεύθερες ρίζες µπορούν να παραχθούν είτε από ενδογενείς είτε από 
εξωγενείς πηγές. 
 
1.2.1. Ενδογενείς πηγές 
Η µεγαλύτερη ποσότητα ελευθέρων ριζών παράγεται ενδογενώς κατά τη διαδικασία 
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της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης που πραγµατοποιείται στην εσωτερική µεµβράνη των 
µιτοχονδρίων (Di Meo & Venditti, 2001). Ο µηχανισµός παραγωγής τους βασίζεται 
στο γεγονός ότι κατά την παραγωγή του  ATP πολλά ηλεκτρόνια µπορούν να 
διαφύγουν από την αναπνευστική αλυσίδα µε αποτέλεσµα την παραγωγή ε λευθέρων 
ριζών ως παραπροϊόντων. Επειδή το οξυγόνο είναι αυτό που καταναλώνεται  κατά  την  
οξειδωτική  φωσφορυλίωση  οι  περισσότερες  δραστικές ουσίες είναι ROS. 
Η αναγωγάση της NADH-ουβικινόνης και η αναγωγάση της ουβικινόνης- 
κυτόχρωµα c είναι γνωστές θέσεις παραγωγής O2·- και H2O2 (Chance et al., 1979). 
Το H2O2  δηµιουργείται µε τη µεταφορά από το NADH και το FADH2 στην 
ουβικινόνη. Η ροή  ηλεκτρονίων στο µοριακό οξυγόνο παράγει O2·- (Chance et al., 
1979). Το O2·- ανάγεται σε H2O2 από τη µιτοχονδριακή υπεροξειδική δισµουτάση 
(Mn-SOD). 
 
Μέσω της αντίδρασης Haber-Weiss ανάµεσα στο O2·-  και στο H2O2  
δηµιουργείται  
OH·.  
 
Fe3+ + Ο2.- àF2+ + Ο2  
Fe2+ + Η2Ο2 à Fe3+ + ΟΗ- + ΟΗ- 
 
 
 
Εκτός από τις ROS στα µιτοχόνδρια µπορεί να παραχθεί και µονοξείδιο του 
αζώτου από τη συνθετάση του NO. Πέρα από τα µιτοχόνδρια, µια άλλη πηγή ROS και 
κυρίως H2O2  αποτελούν τα υπεροξειδιοσώµατα. Τα υπεροξειδιοσώµατα είναι µικρά 
µεµβρανικά οργανίδια που περιέχουν οξειδωτικα ένζυµα για τη διάσπαση διαφόρων 
ουσιών επικίνδυνων για το κύτταρο. Σε κάποια κύτταρα και κυρίως στα ηπατικά, 
µπορούν να παραχθούν ελεύθερες ρίζες κατά τις αντιδράσεις του συστήµατος του 
κυτοχρώµατος P-450. Τα κυτοχρώµατα παίζουν σηµαντικό ρόλο στο µεταβολισµό 
ξενοβιοτικών ουσιών µε κύριο µηχανισµό τη µεταφορά ηλεκτρονίων από το NADH ή 
το NADPH στο µοριακό οξυγόνο οξειδώνοντας το υπόστρωµα, σύµφωνα µε την 
παρακάτω αντίδραση: 
 
 
RH (ξενοβιοτικό) + O2 + NADPH + H+ àROH + NADP+ +H2O 
 
 
 
Η αιµοσφαιρίνη είναι υπεύθυνη για τη µεταφορά οξυγόνου στα κύτταρα µε σκοπό αυτό 
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να συµµε τάσχει στη διαδικασία παραγωγής ενέργειας. Κατά τη διάρκεια, ό µως,  
έντονης  άσκησης  οι  απαιτήσεις  για  οξυγόνο  είναι  µεγάλες.  Σε  τέτοιες συνθήκες, 
ωστόσο, η αιµοσφαιρίνη µπορεί να αυτοοξειδωθεί και να οδηγήσει σε παραγωγή 
ROS (Ames et al., 1981; Thomas, 2000) και συγκεκριµένα Ο2.- (Cooper et al., 2002). 
Το ίδιο µπορεί να συµβεί  και µε τη µυοσφαιρίνη, η ο ποία ο δηγεί στην παραγωγή  
Η2Ο2   (Brandley  et  al.,  1993).  Επίσης,  οι  φλεγµονώδεις  αντιδράσεις µπορούν να 
αποτελέσουν πηγή ε λεύθερων ρι ζών, όπως και τα ε νεργοποιηµένα µακροφάγα και 
ουδετερόφιλα. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1: παραγωγή ROS και RNS 
 
 
 
 
1.2.2. Εξωγενείς πηγές 
 
 
Εδώ περιλαµβάνονται διάφοροι και ετερογενείς παράγοντες όπως είναι  το 
όζον, η ατµοσφαιρική ρύπανση, ο καπνός του τσιγάρου, η ηλιακή και 
ηλεκτροµαγνητική ακτινοβολία και τα βιοµηχανικά απόβλητα. Πολλά φάρµακα, 
επίσης, ευθύνονται για την παραγωγή ελευθέρων ριζών αλλά και άλλες ξενοβιοτικές 
ουσίες όπως τοξίνες, εντοµοκτόνα και το αλκοόλ. Η διατροφή µπορεί επίσης να 
παίξει σ ηµαντικό ρ όλο (Ames et al., 1981; Halliwell & Gutteridge 
1998).
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Εικόνα 2. Εξωγενείς και ενδογενείς πηγές παραγωγής ελευθέρων ριζών. 
 
 
 
1.3 Επιδράσεις ελευθέρων ριζών 
 
 
Θετικές 
 
Οι ελεύθερες ρίζες έχουν συνδεθεί κυρίως µε τις βλάβες που δηµιουργούν σ τον 
οργανισµό. Όµως έχει δειχθεί ότι εµπλέκονται και σε φυσιολογικές διαδικασίες. 
Πολλές από αυτές και ειδικά οι ROS παίζουν ρόλο στη δράση του ανοσοποιητικού 
συστήµατος απέναντι στα αντιγόνα κατά τη διάρκεια της φαγοκύττωσης (Jenkins, 
1988).  Αυτό  συµβαίνει  και  κατά  τη  διάρκεια  της  φλεγµονής  που  µπορεί  να 
εµφανιστεί για διάφορους λόγους όπως µετά από έντονη άσκηση που προκαλεί µυικό 
τραυµατισµό (Malm et al., 2001). Οι ελεύθερες ρί ζες πολλές φορές έ χουν ρόλο 
σηµατοδοτικών µορίων και συµµετέχουν στη διακυτταρική επικοινωνία (Reid et al, 
2001), τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, την απόπτωση, τη µυική συστολή και την 
έκφραση γονιδίων (Ji et al., 1999). Αναστολή της παραγωγής ROS οδηγεί σε 
απώλεια της µυκής συστολής ενώ αυξηµένη παραγωγής ROS έχει ως αποτέλεσµα την 
εµφάνιση µυϊκής κόπωσης. 
 
Αρνητικές 
 
 
Η υπερβολική παραγωγή ελευθέρων ριζών εµπλέκεται στη δυσλειτουργία του 
ανοσοποιητικού συστήµατος (Halliwell & Gutteridge, 1998), τη µυϊκή καταστροφή 
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(Nikolaidis et al., 2008) και την κόπωση (Betters et al., 2004). Προηγούµενες µελέτες 
έχουν αναφέρει ότι το 2%-5% του µοριακού οξυγόνου (O2) που χρησιµοποιείται κατά 
τη διάρκεια της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης στα µιτοχόνδρια σκελετικών µυών 
οδηγεί στην παραγωγή ανιόντος σουπεροξειδίου στην ηρεµία (Sjodin et al., 1990). 
Εντούτοις, πιο πρόσφατα έχει δειχτεί ότι η διαρροή ελευθέρων ριζών στα µιτοχόνδρια 
του καρδιακού µυός κυµαίνεται από 0,4% ως 0,8% (Hansford et al., 1997) ή ακόµα 
και  σε  0,15%  στο  σκελετικό  µυ  (St-Pierre  et  al.,  2002).  Επιπλέον,  όταν  τα 
µιτοχόνδρια εργάζονται έντονα για την παραγωγή ATP από το ADP, όπως συµβαίνει 
κατά τη διάρκεια της άσκησης, το ποσό οξυγόνου που µετατρέπεται σε ελεύθερες 
ρίζες µειώνεται περίπου σ το ένα δέκατο του ποσοστού που παρατηρείται κατά την 
ηρεµία (Vina et al., 2000). Οι ελεύθερες ρίζες, επίσης, οξειδώνουν διάφορα βιοµόρια 
όπως  τα  λιπίδια  των  µεµβρανών,  τις  πρωτεΐνες  και  το  DNA.  Έχουν  ακόµα 
συσχετιστεί  και  µε  διάφορες  ασθένειες  όπως  του  Parkinson,  του  Alzheimer,  την 
κατάθλιψη και τη γήρανση (Halliwell & Gutteridge, 1998).  
 
Λιπίδια   
Όσον  αφορά  τα  λιπίδια,  είναι  ευαίσθητα  σε  οξείδωση.  Καθώς  όλες  οι 
 
µεµβράνες,  κυτταρικές  και  κυτταρικών  οργανιδίων,  αποτελούνται  από  λιπίδια 
µπορούν να υποστούν βλάβες από τις ελεύθερες ρίζες. Εδώ κυρίως προσβάλλονται τα 
πολυακόρεστα  λιπαρά  οξέα  (PUFA)  ως  δοµικά  συστατικά  των  µεµβρανών.  Η 
οξείδωση των PUFA εί ναι η ε ναρκτήρια αντίδραση της λιπιδικής υπεροξείδωσης, η 
οποία  οδηγεί  στην  παραγωγή  ρι ζών  περοξυλίου  ROO●,  συζυγών  διενίων  και 
µηλονικής διαλδεΰδης (MDA). Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα την αύξηση της ρευστότητας 
και της διαπερατότητάς τους. Επίσης, οι ROS µπορούν να προκαλέσουν οξείδωση των 
λιποπρωτεϊνών και κυρίως της LDL, οι οποίες είναι σηµαντικός παράγοντας 
πρόκλησης αθηροσκλήρυνσης (Young & McEneny, 2001). 
 
Πρωτεΐνες 
 
Οι δοµικές πρωτεΐνες µπορούν να οξειδωθούν από τις ROS µε αποτέλεσµα να 
τροποποιηθεί η δοµή και η λειτουργία τους. Αποτέλεσµα της οξείδωσής τους είναι η 
δηµιουργία πρωτεϊνικών καρβονυλίων και οξειδωµένων αµινοξέων, που συχνά 
χρησιµοποιούνται ως δείκτες οξειδωτικού στρες. Η καταστροφή των πρωτεϊνών έχει 
σηµαντικές κυτταρικές επιπτώσεις, όπως απώλεια ε νζυµικής λειτουργίας. Οι 
οξειδωµένες πρωτεΐνες αποικοδοµούνται από το πρωτεόσωµα και τα λυσσοσώµατα. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 10:16:30 EET - 137.108.70.7
 13 
Τα καρβονύλια µεγάλου µοριακού βάρους, όµως, δεν µπορούν να αποικοδοµηθούν 
και συσσωρεύονται δηµιουργώντας συσσωµατώµατα (Levine, 2002). 
 
 
DNA 
 
 
Το  DNA  είναι  γενικά  ένα  σταθερό  µόριο  αλλά  οι  ROS  µπορούν  να 
 
αλληλεπιδράσουν  µε  αυτό  και  να  το  βλάψουν.  Οι  βλάβες  που  µπορούν  να 
προκληθούν είναι τροποποιήσεις στις βάσεις, θραύσεις στο DNA, απώλεια πουρινών, 
ζηµιά στην εξόζη αλλά και βλάβη στο σύστηµα επιδιόρθωσης του DNA. Όλα αυτά 
έχουν σαν αποτέλεσµα την πρόκληση µεταλλάξεων που µπορούν να οδηγήσουν σε 
καρκινογένεση (Radak et al., 1999). 
 
 
1.4 Αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί 
 
Ως  αντιοξειδωτικό µπορεί  να οριστεί  κάθε ουσία,  που  όταν βρίσκεται  σε 
µικρή συγκέντρωση σε σχέση µε ένα προς οξείδωση υ πόστρωµα µπορεί να 
καθυστερήσει ή να αναστείλει την οξείδωση του υποστρώµατος αυτού (Halliwell & 
Gutteridge, 1998). Οι µηχανισµοί δράσης των αντιοξειδωτικών µπορεί να εί ναι 
ενζυµικοί ή µη ενζυµικοί. Χαρακτηριστικά τους είναι ότι µπορούν να εµποδίζουν το 
σχηµατισµό  ριζών,  να  µετατρέπουν  τις  ελεύθερες  ρίζες  σε  λιγότερο  δραστικά 
στοιχεία και να βοηθούν στην επιδιόρθωση των βλαβών που προκαλούνται από τις 
ελεύθερες ρίζες. 
 
Α) Ενζυµικοί µηχανισµοί 
 
Εδώ περιλαµβάνονται ενδογενή έ νζυµα ό πως η υ περοξειδική δισµουτάση 
(SOD), η  καταλάση (CAT), η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPX) και η 
αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR). 
 
Υπεροξειδική δισµουτάση (SOD) 
 
Από τα σηµαντικότερα αντιοξειδωτικά έ νζυµα που καταλύει την αντίδραση 
µετατροπής του O2·- σε H2O2, όπως φαίνεται παρακάτω: 
 
 
SOD  
2O2·- + 2H                    H2O2 + O2 
Το O2·- παράγεται κατά την οξειδωτική φωσφορυλίωση στα µιτοχόνδρια και 
ανάγεται από τη µιτοχονδριακή SOD ενώ όσο διαχέεται στο κυτταρόπλασµα ανάγεται 
από την κυτταροπλασµατική SOD, ή  οποία βρίσκεται σε µεγάλα ποσά στα µυικά 
κύτταρα. 
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Καταλάση (CAT) 
 
Η καταλάση  βρίσκεται  στα υπεροξειδιοσώµατα.  Αυτά  παίζουν  ρόλο στην 
αποτοξίνωση   του   κυττάρου   χρησιµοποιώντας   οξυγόνο   και   παράγοντας   Η2Ο2 
(Antunes et al., 2002). Η καταλάση καταλύει την αντίδραση µετατροπής του Η2Ο2 σε 
Η2Ο και Ο2. 
 
CAT 
 
2Η2Ο2 à 2Η2Ο +Ο2  
 
 
Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPX) 
 
Είναι ένα ένζυµο που βρίσκεται στα µιτοχόνδρια, το κυτταρόπλασµα αλλά και 
τον  εξωκυττάριο  χώρο.  Όπως  και  η  καταλάση,  έτσι  και  η  GPX  καταλύει  την 
αντίδραση µετατροπής του Η2Ο2  σε Η2Ο και Ο2  χρησιµοποιώντας την 
ανηγµένη 
γλουταθειόνη.  Κατά  τη  διάρκεια  της  αντίδρασης  η  γλουταθειόνη  οξειδώνεται 
 
(Antunes et al., 2002). 
 
 
      
GPX 
 
H2O2 + 2GSH à 2 H2O + GSSG  
 
 
Αναγωγάση  της γλουταθειόνης (GR) 
 
Η GR καταλύει την αναγωγή της GSSG σε  GSH κι έτσι διατηρεί τη 
φυσιολογική αναλογία GSSG:GSH στο εσωτερικό του κυττάρου. Η GR χρησιµοποιεί 
σα  συνένζυµο  το  φλαβινο-αδενινο-δινουκλεοτίδιο  (FAD).  Το  NADPH  ανάγει  το 
FAD, το οποίο µεταφέρει τα ηλεκτρόνιά του στη δισουλφιδική γέφυρα που συνδέει 
δύο µόρια οξειδωµένης γλουταθειόνης. Έτσι σχηµατίζονται δυο σουλφυδρυλοµάδες 
και δύο µόρια GSH. 
 
Β) Μη ενζυµικοί µηχανισµοί 
 
Εδώ περιλαµβάνονται µόρια µε αντιοξειδωτικές ιδιότητες όπως η βιταµίνη Ε, 
η βιταµίνη C, η β-καροτίνη,το ουρικό οξύ, η γλουταθειόνη, το συνένζυµο Q-10 και το 
σελήνιο. 
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Βιταµίνη E 
 
Είναι µια λιποδιαλυτή βιταµίνη, που αποτελείται από διάφορες τοκοφερόλες. 
Η πιο δραστική αλλά και πιο άφθονη είναι η α-τοκοφερόλη. Βρίσκεται στην 
κυττοπλασµατική αλλά και τη µιτοχονδριακή µεµβράνη και προστατεύει τα λιπίδια 
από   την   υπεροξείδωση,   που   προκαλείται   από   τις   ελεύθερες   ρίζες.   Επίσης, 
προστατεύει από την οξείδωση την βιταµίνη Α (Halliwell & Gutteridge, 1998). 
 
Βιταµίνη C (ασκορβικό οξύ) 
 
Η βι ταµίνη C αποτελεί µια υ δατοδιαλυτή βι ταµίνη. Είναι πολύ ισχυρό 
αντιοξειδωτικό µόριο και  µπορεί  να εξουδετερώνει  άµεσα τις ROS  (Halliwell & 
Gutteridge, 1998). 
Β-καροτίνη 
 
Είναι λιποδιαλυτό µόριο και βρίσκεται στις κυτταρικές µεµβράνες. Μπορεί να 
µετατραπεί σε βιταµίνη Α. Πιστεύεται ότι και αυτή µπορεί να αδρανοποιήσει τις 
ελεύθερες ρίζες και να περιορίσει την υπεροξείδωση των λιπιδίων. Παίζει ρόλο στην 
ενίσχυση του ανοσοποιητικού συστήµατος και αλληλεπιδρά µε τις βιταµίνες C, Ε και 
ο σελήνιο (Halliwell & Gutteridge, 1998) . 
 
Ουρικό οξύ 
 
Το ουρικό οξύ αποτελεί το τελικό προϊόν του µεταβολισµού των πουρινών. 
Κατά τη διάρκεια της άσκησης αυξάνονται τα επίπεδα του ουρικού οξέος στο πλάσµα 
του αίµατος (Green & Fraser, 1988). Από εκεί µπορεί να διαχυθεί στα µυικά κύτταρα 
και τα προστατεύει από τις ROS. 
 
Γλουταθειόνη 
 
Η γλουταθειόνη αποτελεί ένα σηµαντικό ενδογενές αντιοξειδωτικό. Είναι ένα 
τριπεπτίδιο που αποτελείται από γλουταµινικό οξύ, κυστεΐνη και γλυκίνη. Είναι 
υδατοδιαλυτό µόριο και παίζει καθοριστικό ρόλο στην προστασία των 
ερυθροκυττάρων από οξειδωτική βλάβη. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι µπορεί να 
ανακυκλώνεται διαρκώς από την οξειδωµένη προς την ανηγµένη µορφή και το 
αντίστροφο. Η ανηγµένη µορφή είναι αυτή που έχει αντιοξειδωτικές ιδιότητες καθώς 
συµµετέχει σε αντιδράσεις που αναφέρθηκαν παραπάνω (Halliwell  & Gutteridge, 
1998). 
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Συνένζυµο Q10 
 
Το συνένζυµο Q10 αποτελεί βασικό συστατικό των ενζύµων της οξειδωτικής 
φωσφωρυλίωσης  κατά  την  παραγωγή  ATP.  Έχει  επίσης  ισχυρή  αντιοξειδωτική 
δράση  και  βοηθά  στην  αναγέννηση  της  α-τοκοφερόλης  (Halliwell  &  Gutteridge, 
1998). 
 
 
Σελήνιο 
 
Είναι   ένα   απαραίτητο   µέταλλο   που   συγκαταλέγεται   στα   ιχνοστοιχεία. 
Φαίνεται   ότι   βοηθά   στην   πρόληψη   διαφόρων   ασθενειών.   Λειτουργεί   ως 
συµπαράγοντας  της  υπεροξειδάσης  της  γλουταθειόνης  και  µε  αυτό  τον  τρόπο 
συµµετέχει στους αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς (Halliwell & Gutteridge, 1998). 
 
1.5. Πολυφαινόλες και δράση τους 
 
Πρόκειται για  µια µεγάλη οικογένεια  φυσικών  ενώσεων  που  συναντάµε  ευρέως  σε 
φυτικούς οργανισµούς . Αρκετά  φρούτα  και  λαχανικά  είναι  πλούσια  σε  διάφορες 
πολυφαινόλες. Χαρακτηριστικό παράδειγµα, αποτελεί η πολυφαινόλη ρεσβερατρόλη που 
βρίσκεται στη  φλούδα  των  σταφυλιών  και  έχει  σηµαντική  χηµειοπροστατευτική  και 
αντιοξειδωτική ικανότητα. Ο ρόλος της αφορά την µείωση της σύνθεσης των ελεύθερων 
ριζών, του  κινδύνου  φλεγµονής  και  την  συχνότητα  εµφάνισης  µεταλλάξεων. Επί δραση 
ανάλογη της ρεσβερατρόλης, έχουν και οι τανίνες και η κερκετίνη που επίσης αποτελούν 
συστατικά του σταφυλιού. 
Όσον αφορά  την  δοµή  τους , οι  πολυφαινόλες  είναι  δευτερογενείς  φυτικοί 
µεταβολίτες και  απαρτίζουν  µια µεγάλη και  ετερογενή  κατηγορία  χηµικών ενώσεων. 
Μάλιστα, οι ενώσεις αυτές υπολογίζεται ότι είναι περισσότερες από 8000, όµως λίγες από 
αυτές είναι  αντιοξειδωτικές . Όσον  αφορά  την  δοµή  τους , βασικό  τους  χαρακτηριστικό, 
αποτελεί η  ύπαρξη  του  αρωµατικού  δακτυλίου  του  βενζολίου , στον  οποίο  συνδέοντ αι  
µία ή περισσότερες υδροξυλικές οµάδες.  
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Εικόνα 3: Χηµική δοµή πολυφαινολών  
Ανάλογα λοιπόν  µε τον  αριθµό  των  αρωµατικών  δακτυλίων  που  περιέχουν  και  τις 
οµάδες που  είναι  συνδεδεµένες  µε αυτούς . Σύµφωνα  µε το  συγκεκριµένο  κριτήριο, 
σχηµατίζονται οι εξής οµάδες (Manach et al., 2004): 
• φλαβονοειδή, 
• πολυφαινολικά οξέα, 
• στιλβένια 
• λιγνάνες  
Στον παρακάτω πίνακα, παρουσιάζεται αναλυτικά η κατηγορία των φλαβονοειδών: 
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Τάξη των φλαβονοειδών Γενική χηµική δοµή R1,2,3: -OH ή -Η Χαρακτηριστικά φλαβονοειδή 
Φλαβονόλες OOH
OH
R1
R2
R3
O
OH
 
κερκετίνη 
 
καιµπφερόλη 
 
µυρικετίνη 
 
Φλαβανόλες O
OH
OH
OH
R1
R2
R3
 
(+)-κατεχίνη 
 
(-)-επικατεχίνη 
 
επιγαλλοκατεχίνη 
 
Φλαβόνες OOH
OH
R1
R2
R3
O  
λουτεολίνη 
 
απιγενίνη 
 
χρυσίνη 
 
Φλαβανόνες OOH
OH
R1
R2
R3
O  
ναριγενίνη 
 
Ισοφλαβόνες 
OOH
R1 O
OH 
γενιστεΐνη 
 
ντετζεΐνη 
 
Ανθοκυανιδίνες O
+
OH
OH
OH
R1
OH
R2
 
 
κυανιδίνη 
 
δελφινιδίνη 
 
Πίνακας 1: Τα φλαβονοειδή  
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Στον παρακάτω  πίνακα , παρουσιάζονται  οι  χηµικές  δοµές  των  πολυφαινολικών 
οξέων: 
 
Υδροξυβενζοϊκά οξέα Υδροξυκινναµικά οξέα 
R1
R3
R2
O
OH
 
O
OH
R1
R2
 
 Γαλλικό 
οξύ 
Πρωτοκατεχοϊκό 
οξύ 
 Κουµαρικό 
οξύ 
Καφεϊκό 
οξύ 
Φερουλικό 
οξύ 
R1 ΟΗ ΟΗ R1 ΟΗ ΟΗ OCH3 
R2 ΟΗ ΟΗ R2 - ΟΗ OH 
R3 ΟΗ Η     
Πίνακας 2: Χηµική δοµή πολυφαινολικών οξέων  
 
Ακολουθούν παραδείγµατα ενώσεων που ανήκουν στην κατηγορία των λιγνανών: 
 
 
 
Εικόνα 4: Ενώσεις όπως η Εντεροδιόλη και η Εντερολακτόνη, ανήκουν στις λιγνάνες  
 
Παρόλο που  η  σηµασία  των  πολυφαινολών  είναι  εξαιρετικά  µεγάλη, η  αξιολόγηση 
των φυσιολογικών  επιδράσεων  συγκεκριµένων  φυσικών  φαινολικών  αντι οξειδωτικών 
είναι εξίσου  δύσκολη . Αυτό  συµβαίνει  εξαιτίας  του  γεγονότος  ότι  από  την  στιγµή  που 
υπάρχει ένας µεγάλος αριθµός από συστατικά που ενδεχοµένως να έχουν αντιοξειδωτικές 
ιδιότητες και  περιέχονται  στο  ίδιο  τρόφιµο . Για  παράδειγµα , πάνω  από  εξήντα 
διαφορετικά χηµικά φλαβονοειδή περιέχονται στο κόκκινο κρασί.  
 
 
1.6. Οξειδωτικό στρες 
 
 
Το οξειδωτικό στρες είναι µία διαταραχή στην ισορροπία προοξειδωτικών- 
αντιοξειδωτικών υπέρ των πρώτων (Sies et al., 1991). 
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Εικόνα 5. Σχηµατική απεικόνιση του οξειδωτικού στρες 
 
 
 
Εµφάνιση οξειδωτικού στρες µπορεί να προκύψει εξαιτίας τόσο εξωγενών όσο 
και ενδογενών παραγόντων. 
 
 
Α) Εξωγενείς παράγοντες: 
 
• Ξενοβιοτικές ουσίες 
 
• Παθογόνα βακτήρια και ιοί 
 
• Όζον και υψηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου 
 
• Ακτινοβολία 
 
• Διατροφή 
 
• Κάπνισµα 
 
• Φάρµακα 
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Β) Ενδογενείς παράγοντες: 
 
• Ένζυµα, όπως οξειδάση της ξανθίνης 
 
• Αερόβιος µεταβολισµός µιτοχονδρίων 
 
• Λευκοκύτταρα 
 
 
 
Το οξειδωτικό στρες προκαλεί βλάβες σε όλα τα βιολογικά µακροµόρια όπως DNA, 
πρωτεΐνες και λιπίδια. Μπορεί ακόµη να προκαλέσει κυτταρικό θάνατο. 
 
 
Ο κατάλογος των ασθενειών, που σχετίζονται µε την παρουσία ελευθέρων ριζών 
συνεχώς αυξάνεται (Haliwell et al., 2001). Χαρακτηριστικά παραδείγµατα αποτελούν:  
• ο καρκίνος (Toyokuni et al., 1998),  
• οι καρδιαγγειακές παθήσεις (Singal et al., 1998), 
• οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες (Evans et al., 1993), 
• η αθηροσκλήρυνση (Halliwell et al., 1994), 
• το AIDS (Baruchel & Wainberg 1992), 
• η ηπατίτιδα (Elliot and Strunin 1993) 
• και διάφορες αυτοάνοσες ασθένειες όπως ρευµατοειδής αθρίτιδα (Parke et al., 
1991) 
 
Εικόνα 6: Νόσοι που σχετίζονται µε το οξειδωτικό στρες και ελεύθερες ρίζες 
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1.7. Σταφύλια 
 
Υπάρχουν διάφορες  ποικιλίες  σταφυλιού , οι  οποίες  είναι  δυνατόν  να  διαθέτουν 
χρώµατα όπως  κόκκινο , κίτρινο , αλλά  και  µαύρο (σκούρο κόκκινο ). Παρόλα  α υτά, 
όλες ανεξαιρέτως οι ποικιλίες διαθέτουν εξίσου ωφέλιµες ουσίες, καθώς είναι πλούσια 
σε Βιταµίνες  A, B και  C. Επίσης , περιέχουν  κάλιο  και  η  απόδοσή  του  υπολογίζεται 
κοντά στις 60 θερµίδες ανά 100 gr µάζας (10-12 ρόγες). 
Αναλυτικότερα, όσον  αφορά  τις  ευ εργετικές επιδράσεις  του  σταφυλιού , αυτό 
συντελεί στην διούρηση και στην αποβολή τοξινών. Η συγκεκριµένη δράση οφείλεται 
κατά κύριο λόγο στον κάλιο που περιέχεται στον καρπό. Μάλιστα, οι αποτοξινωτικές 
ιδιότητες του  σταφυλιού  είναι  γνωστές  από  αρχαιοτάτων χρόνων. Στην  αρχαία 
Ελλάδα, οι  Έλληνες  εφάρµοζαν  την  σταφυλοθεραπεία , η  οποία  περιελάµβανε 
κατανάλωση µόνο σταφυλιού  για  σύντοµο  χρονικό  διάστηµα . Όµως , εκτός  από  την 
αρχαιότητα, ένα  κλασσικό  παράδειγµα  της  σύγχρονης  εποχής  που  καταδεικνύει  την 
ευεργετική επίδραση του  σταφυλιού  είναι  το  λεγόµενο  « Γαλλικό  παράδοξο ». 
Σύµφωνα λοιπόν µε αυτό, οι Γάλλοι εµφανίζουν µειωµένη συχνότητα καρδιοπαθειών, 
παρόλο που καταναλώνουν τροφές πλούσιες σε λιπαρά. Σύµφωνα µε τους Renaud και 
de Lorgeril (1992), οι ποσότητες κρασιού που καταναλώνουν οι Γάλλοι, βοηθούν στην 
αποφυγή εµφάνισης τέτοιων παθήσεων. 
Παρόλο που  έχουν  γίνει  σηµαντικές  προσπάθειες  για  την  εύρεση  της  ακριβής 
σύστασης των  σταφυλιών  και  του  κρασιού , αυτή  δεν  έχει  καταστεί  πλήρως  γνωστή. 
Για την  ακρίβεια , έχουν ταυτοποιηθεί περισσότερες  από  500 χηµικές  ουσίες , εκ  των 
οποίων οι  150 ανήκουν  στην  κατηγορία  των  εστέρων . Ακόµα , µεταξύ αυτών  των 
συστατικών συγκαταλέγονται  το  νερό , σάκχαρα , οργανικά  οξέα  και  διάφορες 
αρωµατικές ενώσεις . Εδώ  πρέπει  να  αναφερθεί  το  γεγονό ς ότι  η  συγκέντρωση  του 
νερού εντός  του  καρπού  διαδραµατίζει  σηµαντικό  ρόλο  στον  καθορισµό  των 
φυσικοχηµικών χαρακτηριστικών . Η  πλειοψηφία  των  ενώσεων , βρίσκεται  σε 
συγκεντρώσεις µε εύρος  10-1-10-6 mg/lt ενώ  υπάρχουν  ορισµένες  σε  συγκέντρωση 
>100mg/Lt οι  ο ποίες καθορίζουν  τη  γεύση  και  το  άρωµα  των  σταφυλιών . Η 
σηµαντικότερη όµως κατηγορία χηµικών ενώσεων που συναντάται στα σταφύλια και 
το κρασί  ιδιαίτερα  όσον  αφορά  τη  βιολογική  τους  δράση  είναι  οι  φυτικές 
πολυφαινόλες (Jackson et al., 1993). 
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Κατά την  διάρκε ια των  πειραµάτων  στην  συγκεκριµένη  διπλωµατική  εργασία, 
χρησιµοποιήθηκε εκχύλισµα  στέµφυλων  από  την  ποικιλία  Μπατίκι  Τυρνάβου . Η 
σύστασή του αναγράφεται στον παρακάτω πίνακα: 
 
 
Εικόνα 7: Σύσταση του εκχυλίσµατος στέµφυλων 
 
1.8. Ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926 
 
Τα ενδοθηλιακά κύτταρα είναι πολυλειτουργικά, πεπλατυσµένα επιθηλιακά 
κύτταρα µε υψηλή εξειδίκευση, τα οποία έρχονται σε επαφή µε το αίµα. 
Διασυνδέονται µε συναπτικά συµπλέγµατα και φέρουν πολλά πινοκυτταρικά 
κυστίδια. Στο κυτταρόπλασµά τους αναγνωρίζονται λίγα οργανίδια (συσκευή Golgi , 
ΑΕΔ, µιτοχόνδρια και ελεύθερα ριβοσώµατα), ενδιάµεσα νηµάτια βιµεντίνης και 
άφθονα µικρονηµάτια (http://emed.med.uoa.gr/). Αυτή η κυτταρική σειρά έχει 
χρησιµοποιηθεί σε διάφορες µελέτες που σχετίζονται µε τη λειτουργία του 
ενδοθηλίου (Bern et al., 1991; Graham et al., 1996; Conti et al., 2013; Kossi et al., 
2001). 
 
2. Σκοπός 
Σκοπός της παρούσας εργασίας αποτελεί η µελέτη και ο  προσδιορισµός δεικτών 
οξειδωτικού στρες σε ενδοθηλιακά κύτταρα τύπου EA.hy926 υπό την επίδραση 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 10:16:30 EET - 137.108.70.7
 24 
εκχυλίσµατος από στέµφυλα της ποικιλίας Μπατίκι Τυρνάβου σε µη κυτταροτοξικές 
συγκεντρώσεις καθώς και η πιθανή κυτταροπροστατευτική δράση του εκχυλίσµατος 
έναντι του οξειδωτικού παράγοντα tert-butyl (t-BHP). Με τη χρήση 
φασµατοφωτοµετρικών µεθόδων πραγµατοποιήθηκε ο  προσδιορισµός δεικτών 
οξειδωτικού στρες και εν συνεχεία µέσω της επεξεργασίας των αποτελεσµάτων 
εξετάστηκε σε ποιες συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος παρατηρήθηκαν αξιόλογες 
µεταβολές στα επίπεδα των δεικτών του οξειδωτικού στρες σε σχέση µε την 
χορήγηση του οξειδωτικού παράγοντα tert-butyl. Ο κύριος σκοπός ήταν να 
προσδιοριστεί εάν το εκχύλισµα µπορεί να βελτιώσει την οξειδοαναγωγική 
κατάσταση των κυττάρων µε απώτερο σκοπό την δηµιουργία συµπληρωµάτων 
διατροφής ή τροφίµων εµπλουτισµένων µε ε κχύλισµα που να µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν από τον άνθρωπο για την βελτίωση της υγείας του. 
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3 .Υλικά και µέθοδοι 
 
3.1. Υλικά 
 
Χηµικά αντιδραστήρια 
 Τα χηµικά αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν προϊόντα των εταιρειών 
Gibco, Sigma-Aldrich και Becton-Dickinson. 
 
Θρεπτικά µέσα και υλικά πειράµατος 
Το θρεπτικό µέσο που χρησιµοποιήθηκε για την καλλιέργεια των ενδοθηλιακών 
κυττάρων τύπου ΕA.hy 926 περιείχε: 
• Θρεπτικό µέσο Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, 4,5g/l   Glucose, 
1mM sodium pyruvate, 25mM Hepes, Gilbo BRL 41966) 
• L-γλουταµίνη 2mM (Biochrom KG Seromed) 
• Αντιβιοτικά Πενικιλίνη/Στρεπτοµυκίνη (antibiotic-antimitotic solution, Gilbo) 
• Fetal Bovine Serum (Biochrom KG Seromed) 
 
Χρησιµοποιήθηκαν τα εξής δύο θρεπτικά µέσα: 
1)  Θρεπτικό µέσο µε 10% FBS, για την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων που περιείχε: 
• 250ml DMEM41966 
• 25mlFBS 
• 2.5ml pen/str 
• 2.5ml Γλουταµίνη 
2)   Θρεπτικό µέσο χωρίς FBS, στο στάδιο της πρόσθεσης των διαφορετικών 
συγκεντρώσεων των  εκχυλισµάτων από στέµφυλα που περιείχε: 
• 250ml DMEM41966 
• 2.5ml pen/str 
• 2.5ml Γλουταµίνη 
•  
Υλικά που χρησιµοποιήθηκαν για την επεξεργασία των κυττάρων:  
• Τρυψίνη 0.25% (Gibco) 
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• PBS pH 7,4 (Phosphate buffer saline 1x) (Gibco) 
 
3.2. Ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy 926 
 
Η κυτταρική σειρά EA.hy926 δηµιουργήθηκε µέσω υβριδισµού ανθρωπίνων 
ενδοθηλιακών κυττάρων ο µφάλιου λώρου. Από αυτή τη διαδικασία προέκυψε µια 
κυτταρική σειρά που διαθέτει πολλές ιδιότητες από το αγγειακό ενδοθήλιο, όπως η 
έκφραση του παράγοντα Von Willebrand, παράγοντα πήξης VIII (αντι-αιµοφιλικός 
παράγοντας), ενεργοποιητή πλασµινογόνου ιστού, και θρο µβοµοντουλίνη. Τα 
κύτταρα EA.hy926 αναπτύσσονται µε ταχείς ρυθµούς σε καλλιέργεια που δεν απαιτεί 
ιδιαίτερους παράγοντες ανάπτυξης. Έχουν ένα µοναδικό χρωµοσωµικό δείκτη που 
καθιστά εύκολη την ταυτοποίηση τους. Αυτά τα χαρακτηριστικά καθιστούν τα 
κύτταρα αυτά ως ένα ιδανικό πρότυπο σύστηµα για ανθρωπίνων ενδοθηλιακών 
κυττάρων. Επιπλέον, µπορούν να χρησιµοποιηθούν στον προσδιορισµό και την 
ανάλυση των  εν ώσεων για παθήσεις που συνδέονται µε το ενδοθηλιακό σύστηµα 
όπως: υψηλή / χαµηλή πίεση του αίµατος, την πήξη του αίµατος, αρτηριοσκλήρωση, 
την αγγειογένεση και τη φλεγµονή.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα : Κύτταρα EA.Hy 926 σε οπτικό µικροσκόπιο 
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3.3. Καλλιέργεια ενδοθηλιακής κυτταρικής σειρά EA.Ay 926 
 
Τα ενδοθηλιακά κύτταρα αναπτύχθηκαν σε 75cm² φλάσκες καλλιέργειας 
κυττάρων µε θρεπτικό υλικό DMEM (10 ml) το οποίο ήταν εµπλουτισµένο µε 10% 
FBS, 1% L-γλουταµίνη και 1% διάλυµα πενικιλίνης [(100 units/ml)/στρεπτοµυκίνης 
(100µg/ml)] και σε επωαστικό κλίβανο, όπου η θερµοκρασία ήταν στους 37οC και το 
CO2 5%. Τα κύτταρα αναπτύσσονταν στο θρεπτικό υλικό µέχρι η επιφάνεια της 
φλάσκας να καλυφθεί περίπου κατά 70-80% µε κύτταρα. Τότε κάναµε 
επανακαλλιέργεια των κυττάρων (split) αποκολλώντας τα από την φλάσκα µε 1mL  
τρυψίνης 0,25%. Ακολουθούσε επώαση µε την τρυψίνη για 5 λεπτά στους 37οC στον 
κλίβανο επώασης και στη συνέχεια επαναιώρηση των αποκολληµένων κυττάρων σε 
θρεπτικό υλικό µε 10% FBS. Οι χειρισµοί των κυττάρων γινόταν σε ειδικό θάλαµο 
καθέτου νηµατικής ροής (Laminar air flow).  
Η µελέτη της επίδρασης του εκχυλίσµατος στα επίπεδα της γλουταθειόνης 
(GSH), της ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας (TAC) και των πρωτεινικών 
καρβονυλίων (CARB) µετά την χορήγηση του οξειδωτικού  παράγοντα t-BOOH 
έπειτα από την επώαση των κυττάρων µε εκχύλισµα στεµφύλων για 24 ώρες 
πραγµατοποιήθηκε ως εξής:  
Τα κύτταρα επωάζονται σε 75cm² φλάσκες καλλιέργειας κυττάρων µε 
θρεπτικό υλικό DMEM (5 ml) το οποίο είναι εµπλουτισµένο µε 10% FBS για 24 h. 
Στη συνέχεια γίνεται αφαίρεση του θρεπτικού µέσου και προστίθεται θρεπτικό υλικό 
DMEM απουσία ορού FBS. Στις φλάσκες που αποτελούσαν το µάρτυρα προστίθεται 
µόνο θρεπτικό υλικό απουσία ορού FBS (10 mL) ενώ στις φλάσκες των δειγµάτων 
προστίθεται και το εκχύλισµα στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις (0.068, 0.125 και 
0.250 µg/mL). Τα κύτταρα επωάζονται µετά την προσθήκη του εκχυλίσµατος για 24 
h. Στη συνέχεια γίνεται αφαίρεση του θρεπτικού µέσου και προστίθεται θρεπτικό 
µέσο απουσία ορού FBS µε τον οξειδωτικό παράγοντα t-ΒΟΟΗ συγκέντρωσης 
0,3mM για 1 h. Χρησιµοποιούµε θρεπτικό υλικό απουσία ορού FBS για να 
αποφευχθεί η αλληλεπίδραση των συστατικών του ορού FBS µε το εκχύλισµα και τον 
t-BOOH  και επηρεαστούν τα αποτελέσµατα. Στις φλάσκες που α ποτελούσαν το 
µάρτυρα προστίθεται µόνο θρεπτικό απουσία ορού FBS.  
Ακολουθεί αποκόλληση των κυττάρων µε τρυψίνη 0,25%, επαναιώρηση σε 
θρεπτικό υλικό µε 10% FBS (2 ml) και φυγοκέντρηση στα 300g, στους 4οC για 10 
λεπτά. Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και ακολουθεί πλύση των κυττάρων µε 2 ml 
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ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών PBS (0,01 Μ µε pH 7,4) και φυγοκέντρηση 
στα 300g, στους 4οC για 10 λεπτά. Στη συνέχεια αποµακρύνεται το υπερκείµενο και 
το ίζηµα επαναιωρείται σε 2 mL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών PBS (0,01 Μ 
µε pH 7,4). Ακολούθησε ο φασµατοφωτοµετρικός προσδιορισµός της γλουταθειόνης 
(GSH), της ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας (TAC) και των πρωτεϊνικών 
καρβονυλίων (CARB) αφού προηγήθηκε προσδιορισµός της συνολικής ποσότητας 
πρωτεΐνης σε κάθε δείγµα µέσω του αντιδραστηρίου Bradford.  
 
3.4. Προσδιορισµός συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης µέσω του αντιδραστηρίου 
Bradford 
 
Ο προσδιορισµός συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης των δειγµάτων έγινε µέσω 
πρότυπης καµπύλης της πρωτεΐνης αλβουµίνης µέσω του αντιδραστηρίου Bradford. 
Το αντιδραστήριο Bradford χρησιµοποιείται συχνά για τον ποσοτικό προσδιορισµό 
της συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης. Η µέθοδος βασίζεται στην αλληλεπίδραση της 
χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 του αντιδραστηρίου µε τα αµινοξέα των 
πρωτεϊνών οδηγώντας στο σχηµατισµό χρωµογόνου προϊόντος µε µπλε χρώµα το 
οποίο έχει οπτική απορρόφηση στα 595 nm (Bradford, 1976).  
Για την πρότυπη καµπύλη αλβουµίνης πραγµατοποιήθηκαν διαδοχικές 
αραιώσεις διαλύµατος αλβουµίνης 10 mg/mL ώστε να προκύψουν διαλύµατα 
συγκεντρώσεις 50, 100, 200, 400, 800, 1000 και 1400 µg/mL. Για την κατασκευή της 
πρότυπης καµπύλης 20 µL διαλύµατος αλβουµίνης µε τις παραπάνω συγκεντρώσεις 
προστέθηκε σε 1 mL διαλύµατος αντιδραστηρίου Bradford. Τα δείγµατα 
ανακινούνται απαλά και επωάζονται για 15 min σε θερµοκρασία δωµατίου µέχρι να 
σταθεροποιηθεί το χρώµα. Ακολουθεί µέτρηση της οπτικής απορρόφησης στα 595 
nm. Ως τυφλό χρησιµοποιείται διάλυµα που περιέχει 20 µL Η2Ο και 1 mL διαλύµατος 
αντιδραστηρίου Bradford. Οι συγκεντρώσεις αλβουµίνης 50-1400 αντιστοιχούν στο 
γραµµικό τµήµα της καµπύλης. 
Με βάση τις τιµές της οπτικής απορρόφησης στα 595 nm που αντιστοιχούσαν 
στις συγκεντρώσεις της αλβουµίνης κατασκευάστηκε η πρότυπη καµπύλη. Για τον 
προσδιορισµό της συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης των δειγµάτων 20 µL 
προστίθενται κάθε φορά σε 1 mL διαλύµατος αντιδραστηρίου Bradford. Ακολουθεί 
αντιστοίχηση της τιµής οπτικής απορρόφησης µε την συγκέντρωση αλβουµίνης από 
την πρότυπη καµπύλη. 
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3.5. Προσδιορισµός επιπέδων γλουταθειόνης (GSH) 
 
     Η γλουταθειόνη (γ-γλουταµυλοκυστέινογλυκίνη) είναι η πιο άφθονη θειόλη (SH) 
στους ιστούς των ζώων και του ανθρώπου. Είναι ένα τριπεπτίδιο που αποτελείται από 
γλουταµινικό οξύ, γλυκίνη και κυστεΐνη. Οι αναγωγικές (αντιοξειδωτικές) της 
ιδιότητες παίζουν σηµαντικό ρόλο σε διάφορα µεταβολικά µονοπάτια όπως και στο 
αντιοξειδωτικό σύστηµα των περισσότερων αερόβιων κυττάρων. Η γλουταθειόνη 
απαντάται κυρίως στην ανηγµένη (GSH) και λιγότερο στην οξειδωµένη της µορφή 
(δισουλφίδιο της γλουταθειόνης, GSSG). Συνήθως, η GSSG είναι το 10% της GSH. 
Ο λόγος της ανηγµένης προς την οξειδωµένη γλουταθειόνη στα κύτταρα 
χρησιµοποιείται συχνά σαν δείκτης της παρουσίας ελεύθερων ριζών, δηλαδή της 
ύπαρξης οξειδωτικού στρες.  
 
 
 Εικ.1 Συντακτικός τύπος της γλουταθειόνης 
 
 
     Η GSH λειτουργεί ως συνένζυµο σε πολλά ένζυµα. Ενδεικτικά αναφέρονται η 
υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, η S-τρανσφεράση της γλουταθειόνης και η 
θειολτρανσφεράση. Παίζει επίσης σηµαντικό ρόλο στο µεταβολισµό των φαρµάκων 
και του ασβεστίου καθώς και στη λειτουργία των αιµοπεταλίων και των κυτταρικών 
µεµβρανών. Είναι επίσης ζωτική η συµµετοχή της στην αποµάκρυνση των 
ξενοβιοτικών ουσιών από τον οργανισµό, στην αποµάκρυνση των υπεροξειδίων και 
των ελεύθερων ριζών αλλά και στη µεταφορά των αµινοξέων διαµέσου των 
µεµβρανών. 
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3.5.1. Πειραµατικό πρωτόκολλο  
 
Τα κύτταρα έχουν συλλεχθεί και διαρρηχθεί µε υπερήχους (για 1 min σε 
περιοδικά διαστήµατα των  10 sec). Ακολουθεί µέτρηση της ποσότητας πρωτεΐνης 
µέσω του αντιδραστηρίου Bradford. Η µέτρηση  απαιτεί >30µg απόλυτη ποσότητα 
πρωτεΐνης. 
 
Προθέτουµε τις παρακάτω ποσότητες σε Eppendorf 1,5ml: 
 
 Blank Δείγµα 
Phosphate buffer 67 mM, pH 
7.95 
620 µL 620 µL 
DTNB 1 mM 330 µL 330 µL 
Απεσταγµένο νερό 50 µL ⎯ 
Κυτταρικό αιώρηµα ⎯ 50 µL 
 
Αναδεύουµε τα eppendorfs και τα επωάζουµε στο σκοτάδι σε θερµοκρασία δωµατίου 
για 45 λεπτά. Η διατήρησή τους στο σκοτάδι έχει ως στόχο την πραγµατοποίηση της 
αντίδρασης µεταξύ του DTNB και της GSH. Μεταφέρουµε το περιεχόµενό τους σε 
µια πλαστική κυψελίδα και µετράµε την απορρόφηση στα 412 nm. Κάθε δείγµα 
επαναλαµβάνεται 
 
Υπολογισµοί 
 
Ποσότητα της GSH (mmol/L) = (Αbsδείγµατος – ΔAbsτυφλού / 13.6) × 20, 
όπου το 20 είναι ο συντελεστής αραίωσης, που προκύπτει διαιρώντας τον τελικό όγκο 
(1000 µL) µε τον όγκο του κυτταρικού αιωρήµατος (50 µL, >30µg απόλυτη ποσότητα 
πρωτεΐνης) (1000 / 50 = 20). Το 13.6 είναι ο  συντελεστής µοριακής απόσβεσης του 
DTNB. 
Μετά τον υπολογισµό των mmol/L GSH στα δείγµατα, τα αποτελέσµατα 
ανάγονται σε nmol GSH/mg πρωτεΐνης στα αντίστοιχα δείγµατα. 
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3.6. Προσδιορισµός επιπέδων πρωτεϊνικών καρβονυλίων 
 
     Οι πρωτεΐνες και τα αµινοξέα είναι ευαίσθητα σε οξειδωτικές βλάβες. Τα 
πρωτεϊνικά καρβονύλια είναι ένας γενικός δείκτης της οξείδωσης των πρωτεϊνών που 
χρησιµοποιείται ευρέως. Οι καρβονυλικές οµάδες (αλδεΰδες και κετόνες) παράγονται 
κυρίως στις προσθετικές οµάδες της προλίνης (pro), της αργινίνης (arg), της λυσίνης 
(lys) και της θρεονίνης (thr). Είναι αξιόπιστης δείκτης οξείδωσης των πρωτεϊνών 
διότι τα καρβονύλια είναι σταθερά µόρια.  
 
     Οι πρωτεΐνες που καρβονυλιώνονται υφίστανται µη αναστρέψιµες βλάβες. Η 
καρβονυλίωση οδηγεί στην απώλεια της φυσιολογικής τους λειτουργίας. Οι 
καρβονυλιωµένες πρωτεΐνες σε µέτριο βαθµό, διασπώνται από το πρωτεόσωµα αλλά 
αν υποστούν πολύ δριµείες βλάβες τότε δεν µπορούν να διασπαστούν και 
συγκεντρώνονται σε συσσωµατώµατα υψηλού µοριακού βάρους. Η καρβονυλίωση 
των πρωτεϊνών όχι µόνο επηρεάζει τη δική τους λειτουργία αλλά και τον τρόπο µε 
τον οποίο λειτουργούν και άλλα βιοµόρια. Για παράδειγµα, αν υποστούν 
καρβονυλίωση ένζυµα όπως εκείνα που επισκευάζουν το DNA ή οι  DNA 
πολυµεράσες, το DNA δε θα επιδιορθώνεται ούτε θα αντιγράφεται µε την απαραίτητη 
πιστότητα.   
 
     Ο σχηµατισµός των καρβονυλίων συνήθως ανιχνεύεται µε την αντίδρασή τους µε 
το DNPH (2,4 – δινιτροφαινυλυδραζίνη) προς σχηµατισµό του DNP-hydrazone (2,4 – 
δινιτροφαινυλυδραζονίου).  
 
Αντιδραστήρια 
 
Διάλυµα HCl 2.5 N 
 
HCl: ΜΒ 36.46; stock 37% (10.1 N) 
Για να φτιάξουµε 100 mL διαλύµατος 2.5 N HCl, προσθέτουµε αργά 24.6 mL του 
37% HCl (ίσο µε 10.1 N HCl) σε ≈70 mL απεσταγµένου νερού και το φέρνουµε σε 
τελικό όγκο 100 mL µε απεσταγµένο νερό. Κατά την παρασκευή του διαλύµατος του 
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2,5 N HCl χρειάζεται ιδιαίτερη προσοχή επειδή το διάλυµα του 37 % είναι πολύ 
καυστικό. Πάντα η παρασκευή γίνεται κάτω από τον απαγωγό και φορώντας γάντια. 
 
DNPH 14 mM (ΜΒ: 198.1) 
 
Για να φτιάξουµε 100 mL 14 mM DNPH διαλύουµε 0.2833 g DNPH σε 100 mL 2.5 
N HCl. Το διάλυµα αυτό φτιάχνεται πάντα τη µέρα του πειράµατος. Όταν το 
ετοιµάσουµε το καλύπτουµε µε αλουµινόχαρτο γιατί είναι φωτοευαίσθητο. 
Απαιτούνται 0.5 mL για κάθε δείγµα. Φτιάχνουµε και ένα τυφλό για κάθε δείγµα.  
 
Ουρία 5 M (pH 2.3) (ΜΒ: 60.06) 
 
Για να φτιάξουµε 100 mL 5 M ουρίας (pH 2.3, το οποίο ρυθµίζεται µε 2N HCl), 
διαλύουµε 30 g ουρίας in ≈70 mL απεσταγµένου νερού και το φέρνουµε σε τελικό 
όγκο 100 mL µε απεσταγµένο νερό. 
 
Πειραµατικό πρωτόκολλο 
 
1. Σε 200 µL κυτταρικού εωρήµατος προσθέτουµε 50 µL 20% TCA σε eppendorfs 
και αναδεύουµε στο vortex (κάθε δείγµα έχει το τυφλό του)*. Το 20% TCA 
προστίθεται µε σκοπό να κατακρηµνιστούν οι πρωτεΐνες του πλάσµατος. Το TCA 
(τριχλωροοξικό οξύ) χρησιµοποιείται ευρέως στη βιοχηµεία για την 
κατακρήµνιση µακροµορίων όπως πρωτεΐνες, DNA και RNA. 
2. Επωάζουµε στον πάγο για 15 λεπτά και φυγοκεντρούµε στα 15000 g για 5 λεπτά 
στους 4 oC. 
3. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο. 
4. Προσθέτουµε στο ίζηµα 0.5 mL του 14 mM DNPH (διαλυµένο σε  2.5 N HCL) 
για τα δείγµατα ή 0.5 mL 2.5 N HCL για τα τυφλά (κάθε δείγµα έχει το δικό του 
τυφλό), δ ιαλύουµε µε την πιπέτα το ίζηµα, αναδεύουµε και επωάζουµε στο 
σκοτάδι σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 ώρα µε ενδιάµεση ανάδευση στο vortex 
κάθε 15 λεπτά. Φυγοκεντρούµε στα 15000 g για 5 λεπτά στους 4 oC. 
5. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο. 
6. Προσθέτουµε 1 mL από το 10% TCA, αναδεύουµε (διαλύουµε µε την πιπέτα το 
ίζηµα αν χρειάζεται) και φυγοκεντρούµε στα 15000 g για 5 λεπτά στους 4 oC. 
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7. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο. 
8. Προσθέτουµε 0.5 mL αιθανόλης και 0.5 mL οξικού ειθυλεστέρα (αναλογία 
µίγµατος, 1:1 v/v), κάνουµε vortex και φυγοκεντρούµε στα 15000 g για 5 λεπτά 
στους 4 oC. Το ίζηµα πλένεται µε 10% TCA και µε µίγµα αιθανόλης και οξικού 
αιθυλεστέρα για να  αποµακρυνθεί το DNPH που δεν έχει αντιδράσει. 
9. Επαναλαµβάνουµε τα βήµατα 7 και 8 µια ακόµα φορά. 
10. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο. 
11. Προσθέτουµε 1 mL 5 M ουρία (pH 2.3), αναδεύουµε και επωάζουµε στους 37 oC 
για 15 λεπτά. Η ουρία προκαλεί µετουσίωση των πρωτεϊνών (διασπώντας τους 
οµοιπολικούς δεσµούς) αυξάνοντας τη διαλυτότητά τους. 
12. Φυγοκεντρούµε στα 15000 g για 3 λεπτά στους 4 oC. 
13. Μεταφέρουµε µε την πιπέτα 900 mL σε µία κυψελίδα και µετράµε την 
απορόφηση στα 375 nm. 
*(Κάθε δείγµα έχει το τυφλό του. Το τυφλό περιέχει τα πάντα εκτός από τα 0.5 mL 
DNPH, τα οποία αντικαθίστανται 0.5 mL HCL 2.5 N). 
 
Υπολογισµοί 
 
Συγκέντρωση πρωτεϊνικών καρβονυλίων (nmol/mL) = Aδείγµατος – Aτυφλού / 0.022 
× 1000/50. 
Ο συντελεστής µοριακής απόσβεσης του DNPH είναι 22 mM · cm-1. 
Το 1000/50 είναι ο  συντελεστής αραίωσης (1000 µL στην κυψελίδα /50 µL 
δείγµατος). 
 
Ο υπολογισµός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνικών καρβονυλίων ανά πρωτεΐνη 
πλάσµατος µπορεί να γίνει µέσω της εξίσωσης: 
Συγκ. πρωτ. καρβ. (nmol/mg) = συγκ. πρωτ. καρβ. nmol/mL / συγκ. πρωτ mg/mL 
Συγκέντρωση πρωτεϊνών = 70 mg/mL 
 
Υπολογισµοί 
Συγκέντρωση πρωτεϊνικών καρβονυλίων (nmol/mL) = Aδείγµατος – Aτυφλού / 0.022 
× 1000/50 × 2 × 10. 
Ο συντελεστής µοριακής απόσβεσης του DNPH είναι 22 mM · cm-1. 
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Το 1000/50 είναι ο  συντελεστής αραίωσης (1000 µL στην κυψελίδα /50 µL 
δείγµατος). Πολλαπλασιάζουµε µε 2 για να συνυπολογίσουµε την 1:1 αραίωση κατά 
τη λύση  των ερυθροκυττάρων και µε 10 για να συνυπολογίσουµε την 1:10 αραίωση 
του δείγµατος. 
Ο υπολογισµός της συγκέντρωσης των καρβονυλίων εκφράζεται ως προς την 
ποσότητα των πρωτεινών.  
 
3.7. Προσδιορισµός ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας (TAC) 
 
 Η ολική αντιοξειδωτική ικανότητα (TAC), η οποία ορίζεται ως η ικανότητα 
των συστατικών του κυτταρικού αιωρήµατος να εξουδετερώσουν τις ελεύθερες ρίζες. 
Ακόµα, το ουρικό οξύ φαίνεται να είναι το µόριο µε τον πιο ισχυρό ρόλο στον 
καθορισµό της τιµής της TAC στο πλάσµα ( 55-60%), προκαλώντας µεγάλη αύξησή 
της, όταν η συγκέντρωσή του αυξάνεται. Η βιταµίνη C είναι το δεύτερο κατά σειρά 
ισχυρότερο µόριο, µε τις βιταµίνες Ε και Α να την ακολουθούν. Μάλιστα, οι 
βιταµίνες C και Ε είναι πιθανό να αποτελούν το 25% της συνολικής αντιοξειδωτικής 
ικανότητας του πλάσµατος. 
 
Η µέθοδος TAC, αφορά την εκτίµηση της αντιοξειδωτικής δράσης µέσω της 
ικανότητας δέσµευσης της ρίζας DPPH (1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλιο). Η 
διαδικασία αυτή, στηρίζεται στην απορρόφηση της ρίζας. Το DPPH φέρει µπλε 
χρώµα, δίνει απορρόφηση στα 517 nm και είναι φωτοευαίσθητο. Στην περίπτωση που 
το DPPH αναµιχθεί µε µια αντιοξειδωτική ουσία, έχουµε την εξής αντίδραση 
αναγωγής: 
 
 
Εικόνα 4.3: Αντίδραση αναγωγής της ρίζας DPPH µε αντιοξειδωτικό 
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Το παραγόµενο προϊόν είναι η 1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζίνη. Σε αντίθεση 
µε την αρχική, η παραγόµενη ουσία έχει κίτρινο χρώµα. Απόρροια του φαινοµένου 
είναι η µείωση της απορρόφησης του διαλύµατος. 
 
Για την διαδικασία TAC, προσθέτουµε σε Eppendorf 1,5ml την απαιτούµενη 
ποσότητα των αντιδραστηρίων, όπως φαίνεται στον παρακάτω πίνακα: 
 
 
Προηγουµένως, πραγµατοποιείται συλλογή των κυττάρων, τα οποία και 
διαλύονται µε υπερήχους. Αναλυτικότερα, αποκολλούµε τα κύτταρα από την 
επιφάνεια της φλάσκας, σύµφωνα µε την διαδικασία της τρυψινοποίησης, η οποία 
παρουσιάστηκε στην παραπάνω ενότητα.  
 
Το επόµενο βήµα είναι η συλλογή των κυττάρων µε φυγοκέντριση 3000 g για 
5 min στους 4 oC. Στην συνέχεια, το υπερκείµενο θρεπτικό υλικό αποµακρύνεται και 
το ίζηµα ξεπλένεται δύο φορές µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών PBS (0,01 Μ µε 
pH 7,4) το οποίο είναι σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το πέρας των πλύσεων, το 
κυτταρικό ίζηµα επαναιωρείται σε 1,5 mL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών PBS 
(0,01 Μ µε pH 7,4). Η διάρρηξη των κυττάρων επιτυγχάνεται µε την εφαρµογή του 
µηχανήµατος Sonicator για 1 min σε περιοδικά διαστήµατα των  10 sec και 
ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 15000 g για 15 min στους 4 oC και συλλογή του 
υπερκείµενου που αποτελεί το κυτταροπλασµατικό αιώρηµα. Το υπερκείµενο 
διάλυµα, είναι δυνατόν να αποθηκευτεί  -80 oC µέχρι να χρησιµοποιηθούν για 
περαιτέρω ανάλυση. Έπειτα, το επόµενο βήµα είναι µέτρηση της ποσότητας 
πρωτεΐνης µέσω του αντιδραστηρίου Bradford. Η µέτρηση  απαιτεί >10µg απόλυτη 
ποσότητα πρωτεΐνης. 
 
Αντιδραστήριο Blank Θετικό control Δείγµα 
Phosphate buffer 10 mM, pH 7.4 500 µL 495 µL 450 µL 
DPPH 0.1 mM 500 µL 500 µL 500 µL 
Ασκορβικό Οξύ 10 mM ⎯ 5 µL ⎯ 
Κυτταρικό αιώρηµα ⎯ ⎯ 50 µL 
Πίνακας 4.3: Προετοιµασία δειγµάτων για την µέθοδο TAC  
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Τα αποτελέσµατα που συλλέγουµε µετά το πέρας της πειραµατικής 
διαδικασίας, µπορούν να εκφραστούν ως: 
 
% µείωση της απορρόφησης (Abs) σε σχέση µε το τυφλό, πχ,             % Abs 
µείωση = (Abs τυφλού – Abs δείγµατος) / Abs τυφλού ´ 100 
µmol DPPH που αποµακρύνθηκαν / mL αιωρήµατος = [(% Abs µείωση / 100) ´ 50 ´ 
50] / 1000 
 
Σηµειώνουµε τα εξής: 
 
α) Διαιρούµε µε το 100 µε σκοπό να µετατρέψουµε την ποσοστιαία µείωση της 
απορρόφησης σε απλή µείωση της απορρόφησης.  
β) Πολλαπλασιάζουµε µε το 50 διότι η συγκέντρωση του DPPH στην κυψελίδα είναι 
50 µmol/L της κυψελίδας. 
γ) Πολλαπλασιάζουµε µε το 20 διότι η αραίωση του αιωρήµατος στην κυψελίδα είναι 
20-πλάσια (1000 µL στην κυψελίδα / 50 µL πλάσµατος του δείγµατος στην κυψελίδα 
= 20). 
δ) Διαιρούµε µε το 1000 για να µετατρέψουµε τα L του πλάσµατος σε mL ορού. 
 
3.8. Στατιστική ανάλυση 
 
Τα αποτελέσµατα αναλύθηκαν µέσω της  ανάλυσης διακύµανσης ενός 
παράγοντα, 1-way ANOVA. Οι ζευγαρωτές συγκρίσεις έγιναν µέσω ανάλυσης του 
τεστ του Tukey. Το επίπεδο στατιστικής σηµαντικότητας ορίστηκε στο P < 0.05. Για 
όλες τις στατιστικές αναλύσεις χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα SPSS, version 13.0 
(SPSS Inc., Chicago, Ill.). Τα δεδοµένα παρουσιάζονται ως mean ± SEM. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
Οι δείκτες οξειδωτικού στρες που µελετήθηκαν ήταν η ανηγµένη 
γλουταθειόνη (GSH), τα πρωτεϊνικά καρβονύλια (CARB) και η ολική αντιοξειδωτική 
ικανότητα (TAC). Τα κύτταρα µελετήθηκαν στην κατάσταση control στα οποία δεν 
προστέθηκε κάποιος παράγοντας στο θρεπτικό υλικό, στην κατάσταση tBHP όπου 
στα κύτταρα προστέθηκε tBHP 0,3mM για 1 ώρα, στην κατάσταση  0.068 + tBHP 
όπου τα κύτταρα επωάστηκαν για 24 ώρες µε εκχύλισµα συγκέντρωσης 0.125µg/ml 
και στη συνέχεια προστέθηκε tBHP 0,3mM για 1 ώρα, στην κατάσταση  0.125 + 
tBHP όπου τα κύτταρα επωάστηκαν για 24 ώρες µε εκχύλισµα συγκέντρωσης 
0.25µg/ml και στη συνέχεια προστέθηκε tBHP 0,3mM για 1 ώρα και στην κατάσταση  
0.25 + tBHP όπου τα κύτταρα επωάστηκαν για 24 ώρες µε εκχύλισµα συγκέντρωσης 
0.068µg/ml και στη συνέχεια προστέθηκε tBHP 0,3mM για 1 ώρα. 
Όσον αφορά την γλουταθειόνη παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση των 
επιπέδων στην κ ατάσταση tBHP σε σχέση  µε την  κατάσταση control κατά 26%. 
Ωστόσο παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση των επιπέδων στις καταστάσεις 0.125 και 
0.250µg/ml σε σχέση µε την κατάσταση tBHP κατά 14,4 και 12,3% αντίστοιχα. 
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Γράφηµα 1: Επίπεδα γλουταθειόνης 
 
GSH % of tBHP 
tBHP 100,0 
0.068 + tBHP 105,6 
0.125 + tBHP 114,4 
0.250 + tBHP 112,3 
 
Πίνακας 1: Ποσοστιαία µεταβολή της γλουταθειόνης 
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Όσον αφορά τα πρωτεϊνικά καρβονύλια παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση 
των επιπέδων στην κατάσταση tBHP σε σχέση µε την κατάσταση control κατά 104%. 
Ωστόσο παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση των επιπέδων στις καταστάσεις 0.068, 
0.125 και 0.250µg/ml σε σχέση  µε την  κατάσταση tBHP κατά 41.5, 26.2 και 28,3% 
αντίστοιχα. 
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Γράφηµα 2: Επίπεδα πρωτεινικών καρβονυλίων 
 
 
CARB % of tBHP 
tBHP 100 
0.068 + tBHP 58,5 
0.125 + tBHP 73,8 
0.250 + tBHP 71,7 
 
Πίνακας 2: Ποσοστιαία µεταβολή των πρωτεινικών καρβονυλίων 
 
 
Όσον αφορά την ολική αντιοξειδωτική ικανότητα παρατηρήθηκε σηµαντική 
µείωση των επιπέδων στην κατάσταση tBHP σε σχέση  µε την  κατάσταση control 
κατά 40,3%. Ωστόσο παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση των επιπέδων στις 
καταστάσεις 0.125 και 0.250 µg/ml σε σχέση µε την κατάσταση tBHP κατά 15.1 και 
14.8% αντίστοιχα. 
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Γράφηµα 3: Επίπεδα ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας 
 
 
TAC % of tBHP 
tBHP 100,0 
0.068 + tBHP 101,6 
0.125 + tBHP 115,1 
0.250 + tBHP 114,8 
 
Πίνακας 3: Ποσοστιαία µεταβολή της ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας 
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5. Συζήτηση 
 
Τα αντιοξειδωτικά µόρια έχουν την ικανότητα να αλληλεπιδρούν µε τις 
ελεύθερες ρίζες και να τις εξουδετερώνουν. Με αυτό τον τρόπο µπορούν να 
προστατεύσουν τα βιοµόρια των κυττάρων από οξείδωση και κατ’ επέκταση να 
προφυλάξουν τον οργανισµό από µια πληθώρα ασθενειών που συσχετίζονται µε το 
οξειδωτικό στρες. Το οξειδωτικό στρες παίζει καθοριστικό ρόλο στην εµφάνιση 
καρδιαγγειακών νοσηµάτων και σακχαρώδη διαβήτη. Επιπλέον, σχετίζεται άµεσα µε 
το σχηµατισµό καρκίνου καθώς και τη πρόκληση και άλλων αυτοάνοσων παθήσεων.  
  Ο ρόλος των αντιοξειδωτικών είναι να αδρανοποιήσουν τις ελεύθερες ρίζες 
και έτσι να εµποδίσουν τις άκρως επιβλαβείς συνέπειες της οξείδωσης. Ουσιαστικά 
λειτουργούν ως χηµειοπροστατευτικά για τον οργανισµό. Τα αντιοξειδωτικά 
απαντώνται σε µια ευρεία ποικιλία στα τρόφιµα και για αυτό το λόγο η πρόσληψή 
τους είναι ιδιαίτερα εύκολη. Κύριους διατροφικούς αντιοξειδωτικούς παράγοντες 
αποτελούν τόσο ορισµένες βιταµίνες, ιχνοστοιχεία όσο και µερικές φυτοχηµικές 
ενώσεις. Πιο συγκεκριµένα, η βιταµίνη Ε (ή τοκοφερόλη), η βιταµίνη C (ή ασκορβικό 
οξύ), η νιασίνη, το σελήνιο, ο ψευδάργυρος, τα καροτενοειδή, οι πολυφαινόλες είναι 
χαρακτηριστικά παραδείγµατα ουσιών και ενώσεων µε αντιοξειδωτική δράση. Οι 
πολυφαινόλες επίσης είναι µια ετερογενής κατηγορία αντιοξειδωτικών µορίων που 
απαντώνται σε µια πληθώρα καρπών φρούτων και λαχανικών.  
Στην παρούσα µελέτη, ερευνήθηκε η πιθανή ενίσχυση των αντιοξειδωτικών 
µηχανισµών από εκχύλισµα στεµφύλων πλούσιο σε πολυφαινόλες παρουσία 
οξειδωτικού στρες λόγο του οξειδωτικού παράγοντα tert-butyl (t-BHP) σε 
ενδοθηλιακά κύτταρα της σειράς EA.hy926. Τ o εκχύλισµα των στέµφυλων 
αποµονώθηκε από την ελληνική ποικιλία V. vinifera Μπατίκι Τυρνάβου. Σε 
προηγούµενη µελέτη, είχε προσδιοριστεί η πολυφαινολική σύνθεση του 
εκχυλίσµατος και είχε δεχθεί in vitro ότι έχει ισχυρή αντιοξειδωτική δράση 
(Veskoukis et al., 2012). 
Για την µελέτη τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν αρχικά σε µια κατάσταση 
ελέγχου και σε µια κατάσταση όπου τους χορηγήθηκε ο οξειδωτικός παράγοντας tert-
butyl (t-BHP) σε συγκέντρωση 0,3 mM για µια ώρα, µε σκοπό την πρόκληση 
οξειδωτικού στρες. Η πρόκληση οξειδωτικού στρες επιτεύχθηκε καθώς οι  τρεις 
δείκτες οξειδωτικού στρες που µελετήθηκαν επηρεάστηκαν αρνητικά. Συγκεκριµένα 
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η ανηγµένη γλουταθειόνη µειώθηκε κατά 26%, τα πρωτεϊνικά καρβονύλια 
αυξήθηκαν κατά 104% και η ολική αντιοξειδωτική ικανότητα µειώθηκε κατά 40,3%. 
Στην συνέχεια τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν µε θρεπτικό µέσο που περιείχε 
τρεις διαφορετικές µη κυτταροτοξικές συγκεντρώσεις του εκχυλίσµατος. Οι 
συγκεντρώσεις αυτές ήταν 0.068, 0.125 και 0.250 µg/ml. Η καλλιέργεια διήρκησε 24 
ώρες και έπειτα τα κύτταρα επωάστηκαν µε τον οξειδωτικό παράγοντα tert-butyl (t-
BHP) συγκέντρωσης 0,3mM για µια ώρα. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η 
καλλιέργεια µε το εκχύλισµα είχε σαν αποτέλεσµα την εµφάνιση µειωµένου 
οξειδωτικού στρες σε σχέση µε τα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν µόνο µε τον 
παράγοντα tert-butyl (t-BHP). Συγκεκριµένα στην ανηγµένη γλουταθειόνη 
παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση των επιπέδων της στις συγκεντρώσεις 
εκχυλίσµατος 0.125 και 0.250 µg/ml σε σχέση µε την κατάσταση tBHP κατά 14,4 και 
12,3% αντίστοιχα. Στα πρωτεϊνικά καρβονύλια παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση των 
επιπέδων στις συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος 0.068, 0.125 και 0.250 µg/ml σε σχέση 
µε την  κατάσταση tBHP κατά 41.5, 26.2 και 28,3% αντίστοιχα. Τέλος στην ολική 
αντιοξειδωτική ικανότητα παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση των επιπέδων στις 
συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος 0.125 και 0.250 µg/ml σε σχέση  µε την  κατάσταση 
tBHP κατά 15.1 και 14.8% αντίστοιχα. Παρατηρούµε λοιπόν ότι το εκχύλισµα 
άσκησε µια αντιοξειδωτική δράση καθώς αύξησε τα επίπεδα της ανηγµένης 
γλουταθειόνης και της ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας ενώ παράλληλα µείωσε τα 
επίπεδα των πρωτεϊνικών καρβονυλίων.  
Έχουν πραγµατοποιηθεί αρκετές εργασίες που µελέτησαν την επίδραση 
εκχυλισµάτων στεµφύλων σε διάφορες ασθένειες που σχετίζονται µε τον εκφυλισµό 
του ενδοθηλίου. Μ ια κλινική µελέτη έδειξε ότι το εκχύλισµα σπόρων σταφυλιού 
αύξησε τα επίπεδα της γλουταθειόνης στο πλάσµα σε ασθενείς µε σακχαρώδη 
διαβήτη τύπου 2 µε υψηλό καρδιαγγειακό κίνδυνο (Kar et al, 2009). Έτσι, µε βάση τα  
αποτελέσµατα µπορεί να προταθεί η χρήση των εκχυλισµάτων στέµφυλων µε σκοπό 
την προστασία από το οξειδωτικό στρες που προκαλεί βλάβη στα ενδοθηλιακά 
κύτταρα και συνεπώς στο καρδιαγγειακό σύστηµα. Επιπλέον, σε άλλες µελέτες, 
εκχύλισµα σπόρων σταφυλιού ανέστειλε την αύξηση του παράγοντα νέκρωσης όγκων 
TNF-a από επαγόµενη οξείδωση του DNA σε ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα της 
σειράς HUVEC, ενώ εκχυλίσµατα από φλούδες και σπόρους σταφυλιών ανέστειλαν 
την αύξηση των ελευθέρων ριζών που προκαλείται από τη γλυκόζη σε ενδοθηλιακά 
προγονικά κύτταρα (Chao et al, 2011 και Felice et al., 2012).  
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Η αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσµατος σταφυλιού οφείλεται σε µεγάλο 
βαθµό στον υψηλό πολυφαινολικό περιεχόµενό του. Έ τσι, η σύνθεση του 
πολυφαινολικού εκχυλίσµατος σταφυλιού αξιολογήθηκε και βρέθηκαν διαφορετικές 
κατηγορίες των πολυφαινολών όπως φλαβαν-3-όλες, φλαβονόλες, ανθοκυανιδίνες, 
ανθοκυάνες και φαινολικά οξέα. Όλες αυτές οι  πολυφαινόλες που προσδιορίζονται 
στα εκχυλίσµατα σταφυλιού παρουσιάζουν ισχυρή αντιοξειδωτική δράση (Hosu et 
al., 2013 και Hribar et al., 2013).  
Συµπερασµατικά, τα παρόντα αποτελέσµατα δείχνουν ότι η  χορήγηση 
εκχυλίσµατος στεµφύλων µπορεί να ενισχύσει την αντιοξειδωτική άµυνα των 
ενδοθηλιακών κυττάρων, µε την παρουσία ενός οξειδωτικού παράγοντα που 
προκαλεί οξειδωτικού στρες. Αυτά τα ευρήµατα υποδηλώνουν ότι το εκχύλισµα 
στεµφύλων µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως συµπλήρωµα διατροφής για τη µείωση των 
αρνητικών επιδράσεων που προκαλούνται από οξειδωτικές στρες που προκαλείται σε 
αυτά τα κύτταρα. Αξίζει επίσης να αναφερθεί ότι η αντιοξειδωτική δράση του 
εκχυλίσµατος σταφυλιού παρατηρήθηκε σε χαµηλές συγκεντρώσεις, ενώ, σε πολλές 
µελέτες, οι  υψηλότερες συγκεντρώσεις που χρησιµοποιούνται είναι δύσκολο να 
επιτευχθούν σε έναν ζωντανό οργανισµό ή παρουσιάζουν τοξικότητα. Περαιτέρω 
µελέτες πρέπει να πραγµατοποιηθούν για να διευκρινιστούν οι  µοριακοί µηχανισµοί 
µέσω των οποίων δρουν τα εκχυλίσµατα καθώς και κλινικές δοκιµές σε ζωντανούς 
οργανισµούς για να επιβεβαιωθούν τα αποτελέσµατα και in vivo. 
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